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II. 成果の概要（総括研究報告） 
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 本研究では日本、ベトナム、インドネシアにおける健常人由来薬剤耐性菌、医療関連施設において分

離される薬剤耐性臨床分離株を用い、通常薬剤耐性プラスミド上に保持される薬剤耐性遺伝子が染色体

に転移した染色体性薬剤耐性遺伝子を効率的に検出する新たな検出法の確立を行う。また、確立した方

法を用いて染色体性薬剤耐性遺伝子を保持する薬剤耐性菌の性状を解析しコミュニティ及び医療関連

施設における薬剤耐性菌の拡散伝播メカニズムについて検討する。 
 この目的を達成するために、本年度は 2016 年 8 月（琉球大学より 1 名、神戸大学より 1 名の研究者

が渡航）及び 2017 年 1 月（琉球大学より 1 名の研究者が渡航）に研究打合せのためにインドネシア・

アイルランガ大学を訪問し、インドネシア側研究代表者 Kuntaman 教授と面談を行い、2016 年 11 月

にキックオフミーティングをインドネシア・アイルランガ大学において行った（参加者日本、インドネ

シア側研究者併せて 9 名うち 3 名が琉球大学より渡航、1 名が神戸大学より渡航、ベトナム側研究者は

所用により欠席となった）。 
 本年度は以下の点を研究開発項目とした。項目ごとに本年度の研究活動の概要をまとめる。 

i) 染色体性薬剤耐性遺伝子の効率の良い検出法の確立 
 ベトナム人健常人より分離された blaCTX-M を保持する大腸菌株から抽出した DNA を材料とし、

染色体性薬剤耐性遺伝子の効率の良い検出法の確立を試みた。PCR 法に代表されるいくつかの遺

伝子増幅・解析法及び次世代シークエンサーによる解析を行うこととした。次年度は実際に次世代

シークエンサーにより解析を行い、修正等が必要か否か検討する。 
ii) 日本、ベトナム、インドネシアの臨床分離株における染色体性薬剤耐性遺伝子の検出頻度 
 日本で分離されている臨床分離菌株のうち、91 株の CTX-M 型基質特異性拡張型βラクタマー

ゼ（ESBL）産生菌について染色体性薬剤耐性遺伝子の検出を行った。その結果、81 株の CTX-M
型 ESBL 産生大腸菌のうち 22 株に染染色体性薬剤耐性遺伝子が観察された。また、医療機関にお

いて同じ位置に染色体性薬剤耐性遺伝子を保持する CTX-M 型 ESBL 産生大腸菌が比較的長期間

（約 1 年間）検出されることが明らかとなった。ベトナムにおいてはベトナム側研究者と協働でど

の医療施設に臨床分離株の分与依頼をするか等詳細を検討中である。インドネシアにおいては、尿

路感染患者検体から 307 株の ESBL 産生大腸菌株を分離しており、解析を進めている。 
iii) 日本、ベトナム、インドネシアの健常人における染色体性薬剤耐性遺伝子の検出頻度 
 沖縄県の地域住民における薬剤耐性菌の保菌率と同薬剤耐性菌が保持する染色体性薬剤耐性遺

伝子の実態を明らかにするために、研究代表者の所属する琉球大学の倫理委員会に研究計画書を提

出し承認をすでに得ている。インドネシアの健常人に関する研究については、現在神戸大学及びア

イルランガ大学において研究計画書を作成し倫理委員会への申請を進めている。 
 

 In this project, we analyze chromosomally-transferred antimicrobial resistant (AMR) genes 
in isolates obtained from asymptomatic health individuals and clinics in Japan, Vietnam and 
Indonesia by conventional molecular microbiological methods and establishing new protocol(s) for the 
chromosomally-transferred AMR genes. Especially, this project works to explain roles of the 
chromosomally-transferred AMR genes in distribution of AMR bacteria internationally. 
 This year period, Japanese researchers visited to the Airlangga University, Indonesia in 
August, 2016 and January, 2017 for research communication and November, 2016 for a kick-off 
meeting for this international collaboration. 
 
Research activities in this project are summarized as follows. 
  

2



i) Establishing new protocol for detection of the chromosomally-transferred AMR genes 
 We are establishing new detection protocol(s) for the chromosomally-transferred AMR genes 
by PCR and other gene amplification methods combined with the next generation sequencing with 
already established AMR bacteria. In the following budgetary year, this methods is evaluated 
precisely by the next generation sequencer.  
 
ii) Prevalence of the chromosomally-transferred AMR genes in AMR bacteria obtained from clinics in 
Japan, Vietnam and Indonesia. 
 By using already isolated clinical isolated from a Japanese hospital, prevalence of the 
chromosomally-transferred AMR gene, i.e. blaCTX-M, was evaluated. Consequently, 22 of 81 examined 
Escherichia coli isolates-producing extended spectrum β-lactamase (ESBL) possessed the 
chromosomally-transferred blaCTX-M. Certain E. coli isolates which possessed the chromosomally-
transferred blaCTX-M in the same chromosomal inserted region were detected approximately for one 
year in a hospital in Japan. For further analysis, researchers in this project is communicating with 
Vietnamese clinic for obtaining AMR bacteria in Vietnam. Meanwhile, already 307 uropathogenic E. 
coli isolates-producing ESBL have been collected from patients of the Dr. Soetomo Hospital, Surabaya, 
Indonesia. These isolates are subjected to the analysis.    
  
iii) Prevalence of the chromosomally-transferred AMR genes in AMR bacteria obtained from 
community in Japan, Vietnam and Indonesia. 
 For collecting sample from community in Japan, a research proposal has been approved by 
the ethics committee in the University of the Ryukyus. In addition, another research proposals are 
prepared and to be submitted to the ethics committees in the Kobe University and the Airlangga 
University for collecting sample from Indonesian community.  
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